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Vpliv soli na fazno stabilnost mešanice BSA s polietilen glikolom 
Povzetek: 
Proteini so biološke makromolekule, zgrajene iz aminokislin. Razlikujejo se po številu in 
zaporedju v polipeptidno verigo povezanih aminokislin (primarna struktura). Le-to vpliva 
na zvitje proteina v njegovo nativno obliko (sekundarna, terciarna, kvartarna struktura). 
Vloga proteinov v živih organizmih je različna: strukturna, funkcijska in regulatorna. Na 
stabilnost danega proteina v raztopini vplivajo njegova koncentracija, vrednost pH in 
vrsta pufra, vrsta in koncentracija dodatkov (npr. soli, sladkorji, polimeri), temperatura, 
tlak itd. Študij pogojev fazne stabilnosti proteinov v raztopinah (denaturacija, agregacija, 
fazna separacija) je eden izmed ključnih dejavnikov pri razvoju zdravil, saj sta od nje 
odvisna učinkovitost in rok uporabnosti biološkega zdravila. Agregacija proteinov ima za 
posledico vrsto bolezenskih stanj (Alzheimerjeva, Parkinsonova, siva mrena), med tem 
pa je lahko fazna separacija tudi zaželen pojav, denimo pri čiščenju proteinov 
(kristalizacija).  
V okviru magistrskega dela sem proučeval vpliv polietilenglikola (PEG) in soli na fazno 
stabilnost govejega serumskega albumina (BSA) v acetatnem pufru pri dveh pH-
vrednostih (blizu in pod izoionsko točko). Uporabil sem PEG z molsko maso 6000, 10000 
in 20000 g/mol ter različne natrijeve soli (NaF, NaCl, NaBr, NaI, NaNO3, NaOAc) ter 
alkalijske kloride (LiCl, NaCl, KCl, RbCl, CsCl). Koncentracija BSA je bila v vseh 
primerih 90 mg/mL. Raztopine sem pripravil v 0,1 M acetatnem pufru s pH = 4,6 in 4,0.   
Dodatek PEG destabilizira raztopino (pomakne temperaturo točke zmotnitve k višjim 
vrednostim) tem bolj čim večja je njegova molska masa ter višja kot je njegova 
koncentracija. Efekt dodanega PEG je v raztopinah s pH = 4,6 močnejši kot pri 4,0. Ob 
naraščajoči koncentraciji soli je efekt soli pri pH = 4,6 stabilizacijski, pri pH = 4,0 pa 
destabilizacijski. Vidni so ionospecifični efekti tako pri anionih kot pri kationih. Med 𝑇c in standardno prosto entalpijo hidratacije anionov/kationov dodane soli obstaja 
korelacija. Pri pH ≈ pI velja, da ion z bolj negativno standardno prosto entalpijo 
hidratacije zviša 𝑇c (destabilizira raztopino), medtem ko pri pH < pI velja, da jo tak ion 
zniža (stabilizira raztopino). 
 




Salt influence on phase stability of BSA and polyethylene glycol mixtures  
Abstract:  
Proteins are biological macromolecules build of amino acids. They differ in number and 
sequence of amino acids that are linked together (primary structure). This affects protein 
coagulation in its native form (secondary, tertiary and quaternary structure). Proteins have 
many different roles in living organism: structural, functional and regulatory. The 
stability of a given protein in solution is affected by its concentration, pH value and type 
of buffer, type and concentration of additives (salt, sugars, polymers), temperature, 
pressure etc. The study of the conditions of phase stability of proteins in solutions 
(denaturation, aggregation, phase separation) is one of the key factors in the development 
of drugs, as the effectiveness and shelf life of a biological drug depend on it. Protein 
aggregation results in a number of disease states (Alzheimer's, Parkinson's, cataracts), 
while phase separation can also be a desirable phenomenon, for example in protein 
purification (crystallization). 
As part of my master's thesis, I studied the effect of polyethylene glycol (PEG) and salt 
on the phase stability of bovine serum albumin (BSA) in acetate buffer at two pH values 
(near and below the isoionic point). I used PEG with molar masses of 6000, 10000 and 
20000 g/mol and various sodium salts (NaF, NaCl, NaBr, NaI, NaNO3, NaOAc) and 
alkali chlorides (LiCl, NaCl, KCl, RbCl, CsCl). The BSA concentration was 90 mg/mL 
in all cases. The solutions were prepared in 0.1 M acetate buffer with pH = 4.6 and 4.0. 
PEG destabilizes the solution (shifts the cloud point temperature to higher values) the 
higher its molar mass and the higher its concentration. The effect of added PEG is 
observed earlier in solutions with pH = 4.6 than in 4.0. With increasing salt concentration, 
the effect of salt is stabilizing at pH = 4.6 and destabilizing at pH = 4.0. Ionospecific 
effects are seen in both anions and cations. There is a correlation between Tc and the 
standard free enthalpy of hydration of anions / cations of the added salt. At pH ≈ pI, an 
ion with a more negative standard free hydration enthalpy is considered to increase Tc 
(destabilize the solution), while at pH < pI, such ion is considered to decrease Tc (stabilize 
the solution). 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
BSA  goveji serumski albumin (angl. Bovine Serum Albumin) 
kB  Boltzmannova konstanta 
PEG  polietilenglikol 𝑻𝐜  temperatura točke zmotnitve 








Proteini so neobhodne komponente vseh živih organizmov in sodelujejo v mnogih 
procesih v celici. Sestavljeni so iz različnih aminokislin, ki se povezujejo s peptidno vezjo 
v polipeptidno verigo. Nekatere aminokisline vsebujejo na aminoskislinskih ostankih 
aminsko (-NH2) ali karboksilno (-COOH) skupino, ki se lahko v vodnem mediju nabijeta 
pozitivno (protoniranje, -NH4
+) ali negativno (deprotoniranje, -COO-). Ti aminokislinski 
ostanki v raztopini  nosijo naboj, ki je odgovoren za dolgosežne elektrostatske interakcije 
med nabitimi delci, kakor tudi za ion-dipol interakcije (npr. z molekulami vode). Študij 
raztopin proteinov je pomemben z več vidikov. Eden izmed njih je težnja po pripravi 
proteinskih kristalov, zlasti z namenom določevanja njihove strukture. Baza proteinskih 
struktur Protein Data Bank (PDB) brez kristalov proteinov sploh ne bi obstajala.  Študij 
fazne separacije je pomemben predvsem v farmaciji in podobnih industrijah [1]. 
Agregacija proteinov je zelo pomembna pri formulaciji bioloških zdravil, saj je glavni 
korak pri njihovem razvoju priprava raztopin, kjer ne bo prišlo do agregacije molekul 
proteina. Tako se močno povečata življenjska doba zdravila in stabilnost raztopine, hkrati 
pa se zmanjša viskoznost raztopine. Tudi v celici je agregacija proteinov ključnega 
pomena. Le-ta igra pomembno vlogo pri razvoju nekaterih bolezni, kot so Alzheimerjeva, 
Parkinsonova, Huntingtonova in druge. Kljub številnim raziskavam, ostaja znanje o 
procesih agregacije proteinov še ne povsem raziskano [2]. 
Protein bo v raztopini topen le do določene koncentracije. Ko to koncentracijo presežemo, 
raztopina ni več homogena, saj nastane nova faza. To lahko dosežemo s spreminjanjem 
pogojev raztopine. Pri tem so možni trije izidi: 
- nastane kristal, 
- nastane amorfna trdna snov,  
- raztopina razpade na dve tekoči fazi, od katerih je ena bolj redka, druga pa bolj 
koncentrirana s proteinom. 
Pri študiju faznih prehodov je pomemben fazni diagram, ki prikazuje stanje snovi kot 
funkcijo ustreznih spremenljivk sistema. Za raztopine proteinov so te spremenljivke 
koncentracija proteina, temperatura, tlak, lastnosti topila (pH, ionska moč, prisotnost soli) 
in koncentracija sotopljencev. Najpogostejša oblika faznega diagrama za proteine je 
dvodimenzionalni graf, ki prikazuje koncentracijo proteina kot funkcijo enega parametra, 





tako, saj mora biti topnost običajno presežena za faktor 3 [3]. Veliko prenasičenje je 
potrebno, da premagamo aktivacijsko energijo za tvorbo kristala. Ta energijska bariera je 
potrebna za nastanek majhnih mikroskopskih nukleacijskih jeder, iz katerih rastejo 
kristali. Proces nukleacije je časovno odvisen. Če je prenasičenje prenizko, bo nukleacija 
prepočasna in kristali se ne bodo uspeli tvoriti v željenem času. Nukleacija poteče v 
metastabilnem območju faznega diagrama. V kristalizacijskem območju je prenasičenje 
zadostno, da je spontana nukleacija opazna in začnejo se tvoriti kristali. Če je prenasičenje 
zelo veliko (precipitacijsko območje), pa se lahko tvorijo tudi neurejene strukture. Kristali 
v tem primeru ne nastanejo, saj je hitrost nastajanja amorfnih agregatov in precipitatov 
večja. Vsa tri območja so predstavljena na sliki 1 [3]. 
1.2 Fazna separacija tekoče-tekoče 
1.2.1 Definicija 
Fazna separacija je termodinamični proces, kjer sistem zniža svojo prosto entalpijo tako, 
da nastaneta iz ene tekoče faze dve tekoči fazi z različnima koncentracijama [4]. V 
primeru raztopin proteinov to pomeni, da je ena faza bolj redka s proteinom, druga pa 
bolj koncentrirana. Na sliki 2 je prikazan primer fazne separacije tekoče-tekoče. Kapljice, 
vidne na sliki 2A, vsebujejo visoko koncentracijo proteina. Pod vplivom gravitacije se 
lahko te kapljice ločijo in sčasoma nastaneta dve jasno ločeni tekoči fazi z različnima 
koncentracijama proteina (slika 2B). Fazna separacija tekoče-tekoče je zelo pomembna 
tudi pri kristalizaciji proteinov: kristali se lažje tvorijo v tisti tekoči fazi, ki ima višjo 





Slika 2: (A) Nastanek kapljic pri fazni separaciji tekoče-tekoče v raztopini govejega 
E kristalina v natrij-fosfatnem pufru s pH = 7,1 in (B) fazna separacija tekoče-
tekoče v primeru taumatina pri pH = 9. Prirejeno po [3]. 
Tako kot kristalizacija je tudi fazna separacija tekoče-tekoče občutljiva na pogoje v 
raztopini. Fazne diagrame tekoče-tekoče konstruiramo tako, da sistematično spreminjamo 
po dve spremenljivki (npr. koncentracija, sol, pH, temperatura) v območju, kjer sistem 
prehaja iz enofaznega v dvofaznega. Na sliki 3 lahko vidimo primer faznega diagrama 
tekoče-tekoče. Binoda (koeksistenčna krivulja) loči enofazno in dvofazno področje in 
predstavlja območje, kjer je fazna separacija termodinamsko favorizirana. Spinoda je 
krivulja, ki loči nukleacijsko od spinodne dekompozicije. Svetlo zelena in temno zelena 
barva predstavljata redko in gosto fazo. V nasprotju s kristalizacijo ima fazna separacija 





3. Temperaturo faznega prehoda tekoče-tekoče, Tph, definiramo kot povprečje Tcloud 
in Tclear. Koeksistenčna krivulja je predstavljena kot Tph v odvisnosti od  
koncentracije proteina. 
Tipična meritev, iz katere lahko razberemo temperaturi zmotnitve in zbistritve, je 
prikazana na sliki 4A. Meritev prikazuje odvisnost intenzitete prepuščene svetlobe od 
temperature pri nizki koncentraciji proteina. Podobna je tudi meritev 4B, le da je ta 
posneta pri kritični koncentraciji, zato lahko tako določimo kritično temperaturo Tc. Velja 
dejstvo, da bližje kot smo kritični koncentraciji, manjša je razlika med Tcloud in Tclear. Kljub 
temu, da obstaja veliko podatkov o topnosti proteinov, je znanih veliko manj takih, pri 
katerih so opazili fazni prehod tekoče-tekoče. Glavni razlog je verjetno ta, da gre za 
metastabilno področje faznega diagrama proteina in prehod ni vedno jasno viden [3]. 
 
Slika 4: (A) Meritev temperature zmotnitve in zbistritve pri nizki koncentraciji. (B) 
Meritev temperature zmotnitve pri kritični koncentraciji. Podatki so za mutanto B 




1.2.3 Nukleacija kristalov 
Čeprav je fazni prehod tekoče-tekoče podoben kondenziranju vodne pare, obstaja ena 
glavna razlika. Medtem ko je tekoča voda, ko enkrat nastane, stabilna, to ne velja za 
proteinsko revno in bogato fazo, saj se lahko prva pretvori v kristal. Točen mehanizem, 
kako fazni prehod tekoče-tekoče promovira nukleacijo, še ni znan [3]. 
1.3 Agregacija proteina 
Agregacija je združevanje proteinov v amorfno gručo. Takšni agregati so lahko topni. V 
nasprotju s faznim prehodom tekoče-tekoče in kristalizacijo, nastanek topnih agregatov 
ni fazni prehod. Kljub temu pa lahko vpliva na fazni diagram preko položaja topnostne 
krivulje in koeksistenčne krivulje. Agregacija je kinetični pojav. Pri fazni separaciji 
tekoče-tekoče ima prisotnost agregatov velik vpliv, saj spremeni temperaturo, pri kateri 
se fazna separacija zgodi. V primeru, da je agregacija ireverzibilna, topnostnega 
ravnotežja ni mogoče doseči. Če so agregati v sistemu prisotni, lahko to preverimo npr. z 
gelsko elektroforezo [3]. 
1.4 Koloidi 
Koloid je v mediju dispergiran delec, katerega dimenzije so reda velikosti od 1 nm do 1 
μm. Za koloidne delce je značilno Brownovo gibanje. Delci v raztopini so Brownovi, če 
je sedimentacija preprečena zaradi termičnega gibanja (reda velikosti kbT). Zato mora biti 
gravitacijska dolžina, definirana kot razmerje med termično in gravitacijsko energijo, 
 𝐼sed = 𝑘𝐵𝑇𝑚∗𝑔 (1) 
večja od radija koloida. V enačbi 1 je masa m* enaka (4π/3)ΔρR3 za sferični koloid z 
radijem R, Δρ pa je razlika v gostotah med koloidnim delcem in medijem. kB je 
Boltzmannova konstanta, T pa temperatura. Če za mejni primer, kjer velja Ised ≈ R, 
predpostavimo vrednost Δρ = 100 kg/m3, dobimo pri temperaturi 300 K zgornjo mejno 




Tako kot med vsemi delci, tudi v disperziji nabitih koloidnih delcev obstajajo privlačne 
in odbojne sile. Leta 1940 so Derjaguin, Landau, Varwey in Overbeek predlagali DLVO 
teorijo, ki pravi, da v koloidni raztopini privlačnim van der Waalsovim silam nasprotujejo 
elektrostatske odbojne sile zaradi električnega dvosloja, kar je prikazano na sliki 5 [7]. 
Ob predpostavki aditivnosti interakcij je DLVO potencial enak vsoti van der Waalsovega 
in elektrostatskega prispevka. 
 
Slika 5: Grafični prikaz DLVO potenciala med koloidnimi delci v raztopini v 
odvisnosti od razdalje med delcema, h. Prirejeno po [7]. 
Pri mešanju koloidov s polimeri ali drugimi koloidi lahko pride do faznega prehoda, 
agregacije, kristalizacije ali steklastega prehoda. Nestabilnost je odvisna od dolžine in 
jakosti interakcij med delci v raztopini. 
DLVO teorija ni najboljša za opis raztopin proteinov. Molekula proteina namreč nima 
enakomerno porazdeljenega naboja po površini, temveč je neto naboj proteina vsota 
prispevkov tako negativno kot pozitivno nabitih aminokislinskih ostankov. Raztopin 




1.5 Deplecijske interakcije 
Začetki raziskovanja deplecijskih interakcij segajo daleč nazaj, saj so že v 18. stoletju 
vedeli, da se rdeče krvne celice preko ploščatih ploskev združujejo v manjše klastre, 
podobno, kot da bi kovance nalagali enega na drugega. Pozneje so to opazili še pri 
mešanju biopolimerov, pri delcih lateksa, precipitaciji in izolaciji virusov ter agregaciji 
emulzijskih raztopin [8]. 
1.5.1 Deplecijski potencial 
Zamislimo si raztopino, v kateri so veliki koloidni delci ter manjše polimerne molekule, 
ki se ne adsorbirajo na koloid (slika 6). Ker se nevtralni polimer ne adsorbira, nastane na 
koloidnem delcu deplecijski sloj (črtkana črta), ki odgovarja izključenemu volumnu za 
molekule polimera. Ko se dva koloidna delca približata, pride do prekrivanja deplecijskih 
slojev. S tem se poveča volumen, ki je na voljo polimernim verigam. Efekt je podoben 
privlačni sili med delcema, čeprav so interakcije koloid-koloid in koloid-polimer odbojne 
[8]. 
 
Slika 6: Shematični prikaz koloidnega delca v raztopini polimera, ki se ne adsorbira 
na koloid. Do agregacije dveh koloidnih delcev pride zaradi deplecijske sile, ki je 
posledica večjega osmoznega tlaka na polimeru izpostavljenem delu koloida. 




Predpostavimo, da imamo dva sferična koloidna delca s premerom 2R in z deplecijskim 
slojem debeline δ. V tem primeru izračunamo deplecijski potencial kot produkt 
osmotskega tlaka (𝑝) in volumna prekrivanja. Asakura-Oosawa-Vrijev (AOV) deplecijski 
potencial, ki delce obravnava kot toge krogle, je enak: 
 
𝑊𝑑𝑒𝑝(ℎ) = ∞                                 ℎ < 0                             = −𝑃𝑉𝑜ℎ(ℎ)                  0 ≤ ℎ ≤ 2𝛿                     = 0                                   ℎ ≥ 2𝛿 (2) 
volumen prekrivanja pa: 
 𝑉𝑜𝑣(ℎ) = 𝜋6 (2𝛿 − ℎ)2 (3𝑅 + 2𝛿 + ℎ 2⁄ ) (3) 
Na sliki 7 je prikazan deplecijski potencial interakcije med dvema sferičnima delcema v 
odvisnosti od njune medsebojne razdalje, h. Minimum je dosežen, ko se delca dotakneta 
(h = 0).  
 
Slika 7: AOV deplecijski potencial med dvema sferičnima delcema v raztopini z 
manjšimi polimernimi molekulami. Prirejeno po [7]. 
Iz enačb 2 in 3 je razvidno, da je doseg deplecijske interakcije odvisen od velikosti 
deplecijskega sloja δ, jakost pa je odvisna od osmotskega tlaka, torej od koncentracije 




V koloidni mešanici lahko pride do faznega prehoda, če presežemo določeno 
koncentracijo koloida ali polimera. Najpomembnejši parameter pri opisovanju fazne 
stabilnosti sistema koloid-polimer je velikostno razmerje q, 
 𝑞 = 𝑅𝑔𝑅  (4) 
kjer je Rg radij sukanja in R polmer koloidnega delca. Vpliv razmerja q na deplecijski 
potencial lahko vidimo na sliki 8. Opazimo lahko, da večje kot je razmerje, močnejše so 
deplecijske interakcije. Rg polimerne verige v idealnem topilu narašča z dolžino verige 
(molsko maso). 
 
Slika 8: Deplecijski potencial kot funkcija h/Rg za različne vrednosti q. Prirejeno po 
[7]. 
1.5.2 Deplecijska interakcija v bioloških in tehnoloških aplikacijah 
Z dodatkom polimera v koloidno suspenzijo, ki se ne adsorbira na koloidni delec, lahko 
sprožimo fazno separacijo tekoče-tekoče. Razumevanje fazne separacije, inducirane s 




Fazna separacija med nukleidom in citoplazmo v bakterijski celici je glavni primer 
združevanja makromolekul. Kromosomi v bakterijski celici ne obstajajo v dispergirani 
obliki, ampak so skoncentrirani v nukleidu kot ločena faza. Fazno separacijo omogočajo 
deplecijske interakcije, ki so posledica prisotnosti proteinov. Koncentracija le-teh je v 
citoplazmi dvakrat večja kot v nukleidni fazi, kar prikazuje slika 9. 
 
Slika 9: Shematični prikaz celice z ločenima fazama nukleida (desna kocka) in 
citoplazme (leva kocka). Proteini so prikazani kot manjše krogle, DNA kot verige in 
ribosomi kot večje krogle. Prirejeno po [7]. 
Deplecijske interakcije so odvisne od koncentracije polimera v raztopini in od volumna 
prekrivanja deplecijskih slojev, kar je odvisno od oblike in velikost koloidnih delcev, 
kakor tudi od velikosti polimernih molekul. V primeru proteinov igra molska masa 
polimera pomembno vlogo pri fazni separaciji: večja ko je polimerna molekula, nižja 




1.6 Iono-specifični vplivi v raztopinah proteinov (Hofmeistrova vrsta) 
Leta 1888 je Franz Hofmeister preučeval, kakšen vpliv imajo različne soli na agregacijo 
jajčnega beljaka. Ugotovil je, da nekatere soli spodbujajo agregacijo (izsoljevanje), druge 
pa povečajo topnost proteina (vsoljevanje). Na sliki 10 sta prikazani vrsti za anione in 
katione, ki ju imenujemo direktna Hofmeistrova vrsta [9]: 
 
Slika 10: Direktna Hofmeistrova vrsta za anione (zgoraj) in katione (spodaj) [9]. 
Ioni na levi strani so šibko hidratirani kationi in močno hidratirani anioni. Spodbujajo 
izsoljevanje, stabilizirajo nativno strukturo proteina ter zmanjšajo stopnjo denaturacije. 
Ioni na desni strani so močno hidratirani kationi in šibko hidratirani anioni. Spodbujajo 
vsoljevanje, destabilizirajo nativno strukturo proteina ter povečajo stopnjo denaturacije. 
1.6.1 Kozmotropi in kaotropi 
Ione lahko klasificiramo na kozmotrope in kaotrope. Na začetku so s terminom 
kozmotropi opredelili ione, ki so stabilizirali proteine in hidrofobne agregate v 
raztopinah, pri čemer so jim zmanjšali topnost. Na drugi strani pa so bili kaotropi ioni, ki 
so proteine razvijali in destabilizirali hidrofobne agregate, pri čemer so jim povečali 
topnost. Kasneje so način klasifikacije ionov na kozmotrope in kaotrope definirali glede 
na to, kako vplivajo na strukturo vode v svojem prvem hidratacijskem sloju [10]. 
Interakcija med dipolom vode in ionom prevladuje pri kozmotropnih ionih, pri kaotropnih 
pa interakcija dipol-dipol med molekulami vode v okolici iona [11]. Iz Jones-Doleove 
enačbe, ki opisuje koncentracijski potek viskoznosti vodne raztopine elektrolita, lahko 
uporabimo B-koeficient za klasifikacijo ionov na kozmotrope in kaotrope po enačbi 5 
[12, 13]: 
 




kjer je η viskoznost raztopine, η0 viskoznost čistega topila in C molarna koncentracija 
raztopine elektrolita. A in B predstavljata koeficienta, ki opisujeta interakcije v raztopini. 
A-koeficient je vedno pozitiven in opisuje interakcijo ion-ion. Je neodvisen od 
koncentracije in pri nizkih koncentracijah vključuje Debye-Hücklov efekt senčenja. V 
nasprotju z njim B-koeficient opisuje interakcijo ion-voda. Kozmotropi imajo B-
koeficient pozitiven, ravno obratno pa je pri kaotropih, kjer je negativen [12, 13]. Na 
podlagi tega so za kaotrope ugotovili, da so polarizabilni in veliki ioni ter rušijo strukturo 
vode v svoji okolici. Ravno obratno pa so kozmotropi slabo polarizabilni in majhni ioni, 
ki strukturo vode v svoji okolici urejajo [13, 14]. 
Ioni lahko proteine vsoljujejo ali izsoljujejo. Vsoljevanje je proces, ki se zgodi ob dodatku 
manjše količine soli raztopini proteina. Topnost proteina se poveča zaradi vezave ionov 
na protein. Izsoljevanje je proces, ki se zgodi, ko močno hidratirani anioni v bližini 
površine proteina nase vežejo vodo ter tako onemogočijo, da bi protein ostal v njej 
raztopljen, saj začnejo prevladovati interakcije med molekulami proteina [15]. 
Kozmotropi in kaotropi s proteini v raztopini različno interagirajo. Kozmotropi zmanjšajo 
površino proteina, ki je izpostavljen topilu, saj zaradi šibke polarizabilnosti in majhne 
velikosti nase močno vežejo vodo iz okolice. Pri tem postanejo hidrofobne interakcije 
med molekulami proteinov prevladujoče, kar vodi v zmanjšanje topnosti proteina 
(izsoljevanje). Pri kaotropih velja ravno obratno, saj imajo slabo afiniteto do molekul 
vode zaradi velike polarizabilnosti. Zato se bodo raje vezali v vmesni sloj med protein in 
vodo, topnost proteina pa tako naraste (vsoljevanje) [11, 13]. V tabeli 1 so prikazane 
glavne lastnosti kozmotropov in kaotropov. 
Kozmotropi Kaotropi 
Povečajo površinsko napetost Zmanjšajo površinsko napetost 
Zmanjšajo topnost ogljikovodikov 
(obarjanje) 
Povečajo topnost ogljikovodikov 
(raztapljanje) 
Povečanje stabilnosti proteinov Denaturacija proteinov 
Šibko hidratirani kationi z nizko 
gostoto naboja 
Močno hidratirani kationi z visoko 
gostoto naboja 
Močno hidratirani anioni z visoko 
gostoto naboja 
Šibko hidratirani anioni z nizko 
gostoto naboja 





1.8 Študija vplivov na fazno stabilnost sistema lizocim-PEG-sol 
Študijo vpliva PEG in soli na fazno stabilnost lizocima iz jajčnega beljaka so pred časom 
opravili Bončina in sodelavci [1]. Uporabili so spektrofotometrično metodo, kjer so merili 
absorbanco pri titraciji raztopine lizocima z raztopino PEG in soli. Ker sem pri svojem 
delu študiral vpliv PEG in soli na fazno stabilnost BSA, bom tukaj povzel glavne 
ugotovitve, ki so jih avtorji objavili v primeri lizocima. Poudariti je treba, da so avtorji 
študirali vpliv PEG in soli pri temperaturi 25 C. 
1.8.1 Vpliv stopnje polimerizacije PEG 
Lizocim so raztopili v 0,2 M NaCl, pH raztopine pa uravnali na 4,0, kjer je neto naboj 
lizocima +11. Uporabili so PEG z različnimi molskimi masami: PEG-3000, PEG-10000 
in PEG-20000, kjer številke prikazujejo relativno molsko maso v g/mol. Molska masa 
ene monomerne enote PEG je 44 g/mol, zato je stopnja polimerizacije za PEG-3000 
približno 68, za PEG-10000 približno 227 in za PEG-20000 približno 445. Topnostne 
krivulje so prikazane na sliki 12. 
 
Slika 12: Topnostna krivulja za lizocim pri pH = 4,0 v 0,20 M NaCl, pridobljene s 
titracijo raztopin PEG z različno stopnjo polimerizacije. Prirejeno po [1]. 
Različne koncentracije PEG so bile potrebne, da so lahko dosegli precipitacijo lizocima 




PEG-10000 (trikotniki) je bila koncentracija 0,45 g/mL, za PEG-20000 (kvadrati) pa le 
0,3 g/ml. Pri velikih koncentracijah proteina je bila potrebna zelo majhna količina 
raztopine PEG, da je bila opažena precipitacija. Eksperimentalnim podatkom so prilegali 
modelno funkcijo 
 ln𝑆 = ln𝑆′ − 𝑎𝑐𝑃𝐸𝐺 (6) 
kjer S in S' predstavljata topnost proteina v prisotnosti in odsotnosti PEG, cPEG je 
koncentracija PEG, koeficient a pa predstavlja interakcije PEG-protein. Dokazali so 
linearno odvisnost med logaritmom topnosti in koncentracijo PEG, kot to predvideva 
enačba 6. Deplecijska precipitacija je entropijski proces, saj se število možnih 
konformacij polimera poveča z dolžino verige. PEG z večjo stopnjo polimerizacije bi tako 
moral biti bolj učinkovit v precipitaciji proteina, kar se je tudi zgodilo. Količina dodanega 
PEG, ki je potrebna za precipitacijo, se zmanjšuje v vrstnem redu PEG-3000 > PEG-
10000 > PEG-20000 [1]. 
1.8.2 Vpliv koncentracije elektrolita 
Topnost proteina v vodnih raztopinah elektrolita se običajno manjša s povečanjem 
koncentracije elektrolita. To se zgodi zaradi senčenja naboja na proteinu. Dobro merilo 
nespecifičnega vpliva elektrolita je Debyejeva dolžina senčenja 
 𝜅−1 = √𝜀0𝜀𝑟𝑘𝐵𝑇𝑁𝐴𝑒02 (∑ 𝑐𝑖𝑧𝑖2𝑖 )
−1
 (7) 
kjer sta ci in zi koncentracija ter valenca iona vrste i, ε0 in εr sta permitivnost vakuuma in 
relativna dielektrična konstanta topila, kB je Boltzmannova konstanta, NA Avogadrovo 
število in e0 je vrednost elemntarnega naboja [1]. 
Na sliki 13 je prikazana odvisnost naravnega logaritma topnosti od koncentracije 
dodanega PEG. Eksperiment so naredili pri različnih koncentracijah dodane soli. Iz grafa 
lahko razberemo, da z večanjem koncentracije elektrolita (poveča se tudi Debyejeva 





Slika 13: Topnostne krivulje lizocima pri pH = 4,0 in 6,0 pridobljene pri titraciji s 
PEG-20000 pri različnih koncentracijah soli. Prirejeno po [1]. 
1.8.3 Vpliv pH 
pH raztopine določa, kako bodo aminokislinski ostanki ionizirani. Neto naboj molekule 
proteina je torej odvisen od pH-vrednosti raztopine. Na sliki 14 vidimo topnostne krivulje 
za primer 0,20 M NaCl pri dveh različnih pH: pri 4,0 (neto naboj lizocima je +11) in 6,0 
(neto naboj lizocima je +8). Ugotovimo lahko, da je pri nižjem pH, kjer je neto naboj bolj 
pozitiven, topnost lizocima večja. Narejena je bila tudi meritev pri pH = 8,0, kjer je neto 
naboj proteina +7. Opazili so še večji padec topnosti [1]. 
1.8.4 Vpliv enostavnih +1:-1 elektrolitov 
Pri pH = 4,0 je neto naboj lizocima +11, zato se molekule med seboj odbijajo. Če dodamo 
v raztopino sol, dodatni ioni senčijo naboj aminokislinskih ostankov, kar zmanjša odboj 
med molekulami proteina. Posledično se lahko proteini približajo drug drugemu in 
kratkosežne interakcije postanejo bolj pomembne [1]. 
1.8.4.1 Vpliv anionov 
Glede na to, da je neto naboj lizocima pri pH = 4,0 enak +11, so anioni protiioni. Na sliki 
14 so prikazane topnostne krivulje pri titraciji raztopne lizocima v prisotnosti natrijevih 




Splošno znano dejstvo je, da fluoridni ioni urejajo strukturo vode in so tipični predstavnik 
kozmotropov. Podobno velja tudi za dihidrogenfosfatne ione. Medtem imajo kloridni ioni 
neznaten vpliv na vodno strukturo, bromidni ioni pa jo porušijo in so tipični predstavnik 
kaotropov. Radiji hidratiranih ionov naraščajo v vrsti Br− <  Cl− < H2PO4− <  F−. Iz 
tega lahko sklepamo, da bodo fluoridni ioni najslabše senčili naboj proteina, saj imajo 
najdebelejšo hidratacijsko plast. Rezultati so prikazani na sliki 14 in podpirajo teorijo, da 
je topnost proteina odvisna od zmožnosti senčenja protiona. Če anione razporedimo v 
vrstni red glede na zmožnost zmanjšanja topnosti proteina, opazimo inverzno 
Hofmeistrovo vrsto F− < H2PO4− <  Cl− < Br− [1]. 
 
Slika 14: Topnostne krivulje lizocima pri pH = 4,0 v 0,20 M raztopinah različnih 
natrijevih soli (dodatek PEG-20000). Prirejeno po [1]. 
1.8.4.2 Vpliv kationov 
Na sliki 15 so prikazane topnostne krivulje pri titraciji raztopne lizocima in kloridnih soli 
s PEG-20000 s koncentracijo 0,3 g/mL [1]. 
Ponovno je zanimivo interpretirati rezultate kationov v povezavi z zmožnostjo urejanja 
vodnih molekul. Natrijev ion je tipični predstavnik kozmotropov, saj ureja strukturo vode. 
V nasprotju z njimi so cezijevi ioni kaotropni, saj rušijo vodno strukturo, kalijevi ioni so 
pa nekje vmes. Velikost hidratiranih ionov narašča v vrsti Cs+ < K+ < Na+. Pri pH = 4,0 




tako, saj ima lizocim pri pH = 4,0 poleg pozitivnih tudi negativno nabite dele, le da je 
pozitivnih več. Šibko hidratirani ioni (cezijev ion) bodo senčili predele negativnega 
naboja bolje kot močno hidratirani ioni (natrijev ion). Pomembno je pa tudi dejstvo, da 
močno hidratirani ioni s proteinom 'tekmujejo' za molekule vode. Tako se zniža 
hidratacija proteina in posledično njegova topnost. Oba efekta sta pravilno napovedala 
obnašanje ionov na sliki 15, saj lahko katione razporedimo v direktno Hofmeistrovo vrsto 
glede na zmožnost zmanjšanja topnosti proteina: Cs+ < K+ < Na+. To pomeni, da moramo 
dodati več PEG v raztopini CsCl kot v raztopini NaCl, da pride do precipitacije [1]. 
 
Slika 15: Topnostne krivulje lizocima pri pH = 4,0 v 0,20 M raztopinah različnih 
kloridnih soli (dodatek PEG-20000). Prirejeno po [1]. 
1.9 BSA 
Serumski albumin (SA) je protein, ki se nahaja v krvni plazmi in pri sesalcih velja za 
najbolj razširjen krvni protein. Jetra ga proizvedejo kot preproalbumin, ta pa se nato 
biokemijsko predela do zrelega proteina in izloči v krvni obtok. Ker ima SA veliko 
vezavnih mest, velja tudi za univerzalnega prenašalca ionov, ligandov, metabolitov, 
maščobnih kislin, hormonov in zdravil [19]. Primarna naloga SA v organizmu je 




telesnimi tkivi in žilami [20]. Neravnovesje med sintezo in razgradnjo SA v nekaterih 
primerih privede do serumske hipoalbuminemije, ki lahko povzroči odpoved ledvic [21]. 
Pri človeku je spodnja mejna koncentracija albumina v krvi 25 g/L. V svojem 
magistrskem delu sem preučeval goveji serumski albumin (BSA), ki ga prištevamo med 
albumine. 
BSA je velik globularni protein (slika 16). Njegova molekulska masa je 66,46 kDa [22], 
sestavlja ga pa ena polipeptidna veriga iz 583 aminokislin. Zaradi podobnosti s človeškim 
serumskim albuminom (HSA) je BSA eden najbolj raziskovanih albuminov [19]. V 
proteinu je okoli 74 % vijačnih domen. Vsebuje tudi 17 disulfidnih mostičev in eno tiolno 
skupino [23]. Izoionska točka (pI) je pri temperaturi 25 °C približno 4,7, zato ima BSA 
negativen neto naboj v nevtralnem okolju (pH = 7) [9]. Stokesov radij BSA znaša okoli 
3,4 nm [24]. Do temperature 45 °C je sekundarna struktura reverzibilna, nad to 
temperaturo pa poteče termična denaturacija proteina [25]. 
 
Slika 16: Kristalna struktura BSA (PDB ID: 3VO3, narisano s programom Yasara) 
[26]. 
Glavni prednosti BSA sta nizka cena in dostopnost, zato se ga uporablja tako v industriji, 
kot tudi pri laboratorijskih eksperimentih [19]. Zanimiva aplikacija BSA je znižanje 
ozadja pri encimskoimunskem testu (ELISA), pri katerem pa lahko pride do lažno 
pozitivnih rezultatov testov [27]. Prav tako se ga uporablja pri proteinski kalorimetrični 






2 Namen dela 
Namen magistrskega dela je bil pripraviti raztopine BSA v acetatnem pufru pri dveh 
različnih pH vrednostih, in sicer v bližini izoionske točke in pod njo. Raztopinam BSA-
PEG in BSA-PEG-sol je bil nadalje namen določiti temperaturo točke zmotnitve. 
Najprej je bilo treba poiskati območje koncentracij PEG, pri katerih je bilo moč 
eksperimentalno določiti temperaturo točke zmotnitve. Namen je bil nato raziskati 
odvisnost 𝑇c mešanic BSA-PEG od koncentracije PEG in molske mase PEG pri dveh 
vrednostih pH. 
Nadalje je bil namen raziskati, kako dodatek soli vpliva na 𝑇c mešanice BSA-PEG. 
Raziskati je bil namen odvisnost 𝑇c od koncentracije dodane soli, kakor tudi od kemijske 
identitete soli (ionospecifični vplivi). 
Za konec je bil namen ugotoviti, ali obstaja povezava med 𝑇c ter standardno prosto 






3 Eksperimentalni del 
3.1 Priprava raztopin 
Priprava založnih raztopin pufra, BSA in soli, je bila povzeta po viru 13. 
3.1.1 Priprava založne raztopine acetatnega pufra 
 
Reagenti in laboratorijski pribor: 
• Merilna buča (2000 mL) 
• Čaša (1000 mL) 
• Čaša (10 L) 
• Pipeta Thermo Scientific (0,5 – 5,0 mL) 
• Koncentrirana ocetna kislina (Merck, ρ = 1,05 g/cm3) 
• Raztopina NaOH (Merck, Titripur, c = 1 mol/L) 
• Nuča 
• Kapalka (5 mL) 
• Magnetno mešalo 
• Osem plastičnih posod (1 L) 
• Milli-Q voda (Rephile, PephiQuatro U Pack 1) 
• Stekleni lij 
• Fosfatni pufer za kalibracijo pH-metra (Merck, Cartipur buffer solution, pH = 4,0 
pri 20 C) 
• Acetatni pufer za kalibracijo pH metra (Merck, Cartipur buffer solution, pH = 6,88 





• pH-meter (Iskra pH meter MA 5740, elektroda Mettler Toledo, Lab Micro) 
• Magnetni mešalnik (Tehtnica Rotamix 550 MM) 
Priprava založne raztopine pufra: 
Pripravil sem dva različna 0,1 M acetatna pufra s pH vrednostjo 4,6 in 4,0. Postopek 
priprave se je razlikoval le v količini dodanega NaOH za dosego želene vrednosti pH. 
Pred pripravo raztopine sem z acetatnim in fosfatnim pufrom umeril pH-meter v točkah 
pH = 4,005 in 6,785 pri 24 °C. 
V stekleno čašo (1 L) sem nalil približno 600 mL milli-Q vode in s pipeto dolil 11,45 mL 
čiste ocetne kisline. Raztopini sem dodal magnetno mešalo ter čašo postavil na magnetni 
mešalnik za dve minuti, da se je raztopina dobro premešala. Nato sem v raztopino pomočil 
kombinirano stekleno elektrodo in počakal, da se je vrednost pH ustalila. Potem sem začel 
po kapljicah dodajati NaOH, dokler se ni pH ustalil pri željeni vrednosti. Za prvo serijo 
pufra je bila ta vrednost 4,60, za drugo pa 4,00. Ko sem dosegel željeno pH vrednost, sem 
raztopino prelil v merilno bučo (2 L) in razredčil do oznake z milli-Q vodo. Postopek sem 
ponovil še trikrat, da sem imel pripravljene 4 buče (skupaj 8 L pufra). Raztopine iz vseh 
štirih buč sem prelil v čašo (10 L), dobro premešal raztopino ter s pomočjo lija prelil 
raztopine nazaj v buče. Nastale raztopine sem prefiltriral, da sem odstranil nečistoče. 
Prefiltrirano raztopino pufra sem prelil v očiščene plastične posode (1 L), zatesnil in jih 
hranil v hladilniku pri 5 °C. 
3.1.2 Priprava založne raztopine BSA 
Reagenti in laboratorijski pribor: 
• BSA, trden (Sigma Aldrich ≥96%, dobljen 29. 11. 2018, hranjen pri 5 °C) 
• Ladjica za tehtanje 
• Žlička 
• Centrifugirka (50 mL) 





• Dializno črevo (Spectrum, Spectra/Por molecularporous membrane tubing, 
MWCO: 3500) 
• Magnetno mešalo 
• Filter (Sartorius Ministart Syringe Filter, 0,45 μm) 
• Čaša (1 L) 
 
Oprema: 
• Tehtnica (Acculab do 220g, d = ± 0,1 mg) 
• Magnetni mešalnik (Tehtnica Rotamix S-10) 
• Spektrofotometer (Agilent Technologies, Cary 100, Cary Series UV-Vis 
Spectrophotometer) 
 
Priprava založne raztopine BSA: 
Pri pripravi založne raztopine BSA velja opozoriti, da se protein razmeroma počasi 
raztaplja v pufru (hitreje v pufru s pH = 4,0 kot 4,6), hkrati pa ob mešanju raztopine 
nastaja pena. Zato sem BSA v pufer dodajal postopoma ter previdno mešal, da se je čim 
manj penilo.   
Na začetku sem izračunal, v približno koliko pufra bi moral raztopiti 6,5 g BSA, da bi 
bila koncentracija raztopine 170 mg/mL. Uporabil sem enačbo 
 𝑉razt = 𝑚2𝑐razt (8) 
kjer je m2 masa BSA in Vrazt prostornina končne raztopine, crazt pa željena koncentracija 
proteina. 
Tako sem v centrifugirko natehtal 6,5 g trdnega BSA in mu dodal približno 35 mL pufra. 




raztopil, sem centrifugirko vstavil v centrifugo in centrifugiral pri 4000 obratih na minuto 
približno 10 minut. Po končanem centrifugiranju se je raztopina razpenila.  
Sledila je dializa proteina. Že pred tem sem dializna črevesa namakal v milli-Q vodi 
približno 30 minut. V čašo (1 L) sem nalil okoli 800 mL pufra ter dodal magnetno mešalo. 
Nato sem raztopino proteina prelil v dializno črevo ter ga zatesnil na obeh koncih. 
Dializno črevo sem previdno namočil v čašo s pufrom ter vklopil magnetno mešalo. Pufer 
sem zamenjal štirikrat (3 x 6 ur in 1 x 12 ur). 
Po končani dializi sem raztopino proteina iz dializnega črevesa previdno prelil v očiščeno 
plastično centrifugirko. Nato sem raztopino s pomočjo brizge in filtra prefiltriral v čisto 
centrifugirko. Založno raztopino BSA sem hranil v hladilniku pri 4 °C. 
Določitev koncentracije založne raztopine: 
Pri določitvi koncentracije založne raztopine sem upošteval, da se masa BSA v dializnem 
črevesu tekom dialize zmanjša za okoli 10 %. Pri eksperimentu je bil končni volumen po 
raztapljanju trdnega BSA približno 35 mL, tako sem pa lahko določil okvirno 
koncentracijo po formuli: 
 𝑐BSA,približna =  𝑚BSA ∙ 0,9𝑉razt  (9) 
kjer je mBSA zatehtana masa trdnega BSA pred dializo in Vrazt volumen po koncu dialize. 
Ta ocena koncentracije mi je služila za prvi približek koncentracije BSA v založni 
raztopini po dializi. Vrednost je znašala ≈160 mg/mL. Kasneje sem iz te koncentracije 
izhajal, ko sem s pomočjo spektrofotometra natančneje določil koncentracijo založne 
raztopine BSA. 
Spektrofotometrična metoda: 
Kot željeno absorbanco sem si izbral vrednost 0,5. S pomočje spodnje enačbe sem prišel 
do koncentracije merjenega alikvota založne raztopine: 
 𝑐alikvot,približna = 𝐴𝜀BSA ∙ 𝑙 (10) 
kjer je A absorbanca alikvota v kiveti, l dolžina kivete (0,1 cm) in εBSA molarni 




Iz približnih koncentracij sem izračunal koeficient redčenja α: 
 𝛼 = 𝑐BSA,približna𝑐alikvot,približna (11) 
Glede na približen koeficient redčenja sem pripravil 8 alikvotov in vsakemu od njih 
izmeril absorbanco pri valovni dolžini svetlobe λ = 280 nm. Vse absorbance sem seštel 
in jih delil s številom meritev, da sem določil povprečno absorbanco Ā, iz tega pa 
koncentracijo alikvota: 
 𝑐BSA,alikvot = Ā(𝑙 ∙ 𝜀BSA) (12) 
Ko sem določil koncentracijo alikvota, sem dobil pravo koncentracijo BSA tako, da sem 
koncentracijo alikvota množil s koeficientom redčenja: 
 𝑐BSA,založna = 𝑐BSA,alikvot ∙ 𝛼 (13) 
kjer je cBSA,založna spektrofotometrično določena koncentracija pripravljene založne 
raztopine BSA. Ta koncentracija je bila pri raztopini s pH = 4,6 enaka 155,41 mg/mL, pri 
pH = 4,0 pa 161,05 mg/mL.  
3.1.3 Priprava založnih raztopin soli 
Reagenti in laboratorijski pribor: 
• LiCl, trden (Merck, p.a., 250 g, 130 °C, ≥ 99 %) 
• NaCl, trden (Merck, p.a., 1 kg) 
• KCl, trden (Merck, p.a., 500 g, ≥ 99,5 %) 
• RbCl, trden (Riedel-De Haën, 250 g) 
• CsCl, trden (Merck, p.a., 100 g) 




• NaBr, trden (Merck, extra pure, 1 kg, 105 °C) 
• NaI, trden (Sigma-Aldrich, 1 kg, ≥ 99,5 %) 
• NaOAc, trden (Merck, p.a., 250 g) 
• NaNO3, trden (Merck, p.a., 100 g) 
• Acetatni pufer (pH = 4,6) 
• Acetatni pufer (pH = 4,0) 
Oprema: 
• Tehtnica (Acculab do 220 g, d = ± 0,1 mg) 
• Merilne bučke (5 mL) 
Priprava založnih raztopin soli: 
Vse soli so bile predhodno sušene uro in pol v sušilniku na 130 °C. Vse raztopine soli 
sem pripravil s koncentracijo 0,1 mol/L v dveh različnih acetatnih pufrih z različnima pH. 
Da sem določil ustrezno maso natehtane soli, sem najprej preračunal množino soli 𝑛 =𝑐 × 𝑉, kjer je c izbrana koncentracija soli (0,1 mol/L), V pa volumen merilne bučke (5 
mL). Nato sem iz množine določil maso izbrane soli 𝑚 = 𝑛 × 𝑀, kjer je n množina soli, 
M pa njena molska masa. Ko sem imel izračunane mase soli, sem izbrano sol natehtal v 
plastično ladjico ter jo prenesel v merilno bučko. Raztopino sem nato redčil do oznake z 
acetatnim pufrom in pretresel. 
3.1.4 Priprava založne raztopine PEG 
Reagenti in laboratorijski pribor: 
• PEG (Sigma-Aldrich, M = 6000 g/mol) 
• PEG (Sigma-Aldrich, M = 10000 g/mol) 
• PEG (Sigma-Aldrich, M = 20000 g/mol) 
• Acetatni pufer (pH = 4,6) 





• Tehtnica (Acculab do 220 g, d = ± 0,1 mg) 
• Merilne bučke (5 mL) 
Priprava založnih raztopin PEG: 
Vse raztopine PEG sem pripravil s koncentracijo 250 mg/mL v dveh različnih acetatnih 
pufrih z različnima pH. Iz zahtevane masne koncentracije sem izračunal maso PEG, ki ga 
moram natehtati v bučko. Uporabil sem zvezo 𝑚 =  𝛾 × 𝑉, kjer je m masa, γ je masna 
koncentracija, V pa volumen raztopine. Ko sem imel izračunane mase PEG, sem ga 
natehtal v plastično ladjico ter prenesel v merilno bučko. Raztopino sem nato redčil do 
oznake z acetatnim pufrom in pretresel. 
3.2 Določanje točke temperature zmotnitve 
Reagenti in laboratorijski pribor: 
• Založna raztopina BSA 
• Založna raztopina PEG 
• Založne raztopine soli 
• Pipete Thermo Scientific 
• Kiveta (l = 1,0 cm, V = 0,7 mL) 
• Epica (1,5 mL) 
Oprema: 
• Spektrofotometer (Agilent Technologies, Cary 100, Cary Series UV-Vis 
Spectrophotometer) 
Pred vsako meritvijo sem moral izračunati, kolikšno količino posamezne komponente 
moram odpipetirati v epico, da so bile koncentracije teh komponent takšne, kot sem želel. 
Uporabil sem enačbo 𝑐1 ∙ 𝑉1 = 𝑐2 ∙ 𝑉2 ter tako dobil volumne, ki sem jih pipetiral iz 





Spodaj so tabelirani rezultati mojih meritev. Vse meritve so bile narejene pri koncentraciji 
BSA 90 mg/mL. Napako meritve sem ocenil tako, da sem poskus ponavljal večkrat (od 
tri do 6 krat). Napaka se giblje med ±0,7 in 2  (v skrajnem primeru visokih koncentracij 
PEG tudi do ±3,5 C). V spodnjih tabelah so podane vrednosti na eno decimalno mesto, 
čeprav le-to večinoma ni zanesljivo. 
 
Tabela 2: Določene temperature točke zmotnitve raztopin BSA-PEG za različne 
molske mase PEG pri koncentraciji PEG 30 mg/mL. Z zvezdico je označena 
ekstrapolirana in ne eksperimentalno pridobljena temperatura. 





Tabela 3: Določene temperature točke zmotnitve raztopin BSA-PEG-10000 v 0,1 
M acetatnem pufru s pH = 4,6 v koncentracijskem območju PEG od 26 do 32 
mg/mL. 









Tabela 4: Določene temperature točke zmotnitve raztopin BSA-PEG-6000 v 0,1 M 
acetatnem pufru s pH = 4,6 v koncentracijskem območju PEG od 34 do 39 mg/mL. 










Tabela 5: Določene temperature točke zmotnitve raztopin BSA-PEG-10000-NaCl v 
0,1 M acetatnem pufru s pH = 4,6, koncentraciji PEG 30 mg/mL in 
koncentracijskem območju NaCl od 0,01 do 0,1 mol/L. 







Tabela 6: Določene temperature točke zmotnitve raztopin BSA-PEG-6000-NaCl v 
0,1 M acetatnem pufru s pH = 4,6, koncentraciji PEG 36 mg/mL in 
koncentracijskem območju NaCl od 0,01 do 0,1 mol/L. 







Tabela 7: Določene temperature točke zmotnitve raztopin BSA-PEG-10000-sol v 
0,1 M acetatnem pufru s pH = 4,6, koncentraciji PEG 30 mg/mL ter ob dodatku 
različnih natrijevih soli s koncentracijo 0,05 mol/L. 













Tabela 8: Določene temperature točke zmotnitve raztopin BSA-PEG-6000-sol v 0,1 
M acetatnem pufru s pH = 4,6, koncentraciji PEG 36 mg/mL ter ob dodatku 
različnih natrijevih soli s koncentracijo 0,05 mol/L. 








Tabela 9: Določene temperature točke zmotnitve raztopin BSA-PEG-10000-sol v 
0,1 M acetatnem pufru s pH = 4,6, koncentraciji PEG 30 mg/mL ter ob dodatku 
različnih kloridnih soli s koncentracijo 0,05 mol/L. 







Tabela 10: Določene temperature točke zmotnitve raztopin BSA-PEG-6000-sol v 
0,1 M acetatnem pufru s pH = 4,6, koncentraciji PEG 36 mg/mL ter ob dodatku 
različnih kloridnih soli s koncentracijo 0,05 mol/L. 













Tabela 11: Določene temperature točke zmotnitve raztopin BSA-PEG-10000 v 0,1 
M acetatnem pufru s pH = 4,0 v koncentracijskem območju PEG od 63 do 68 
mg/m. 








Tabela 12: Določene temperature točke zmotnitve raztopin BSA-PEG-10000-NaCl 
v 0,1 M acetatnem pufru s pH = 4,0, koncentraciji PEG 33 mg/mL in 
koncentracijskem območju NaCl od 0,04 do 0,1 mol/L. 







Tabela 13: Določene temperature točke zmotnitve raztopin BSA-PEG-10000-sol v 
0,1 M acetatnem pufru s pH = 4,0, koncentraciji PEG 33 mg/mL ter ob dodatku 
različnih natrijevih soli s koncentracijo 0,05 mol/L. 











Tabela 14: Določene temperature točke zmotnitve raztopin BSA-PEG-10000-sol v 
0,1 M acetatnem pufru s pH = 4,0, koncentraciji PEG 33 mg/mL ter ob dodatku 
različnih kloridnih soli s koncentracijo 0,05 mol/L. 











4 Rezultati in razprava 
V sledečih poglavjih bom predstavil rezultate spektrofotometričnih meritev temperatur 
točke zmotnitve raztopin BSA-PEG in BSA-PEG-sol v acetatnem pufru pri dveh 
vrednostih pH, in sicer 4,6 in 4,0. Uporabil sem PEG različnih molskih mas (6000 ter 
10000 in v enem primeru tudi 20000 g/mol). Vse raztopine so bile pripravljene v 0,1 M 
acetatnem pufru, koncentracija proteina pa je bila v vseh primerih 90 mg/mL. Predstavil 
in komentiral bom odvisnost temperature točke zmotnitve od koncentracije in molske 
mase dodanega PEG, odvisnost od koncentracije dodane soli ter nazadnje še odvisnost od 
kemijske identitete dodane soli (ionospecifični vplivi). Kot soli sem uporabil natrijeve 
halogenide (NaF, NaCl, NaBr in NaI), natrijev nitrat in natrijev acetat ter alkalijske 
kloride (LiCl, NaCl, KCl, RbCl, CsCl). Na koncu bom predstavil tudi odvisnost 
temperature točke zmotnitve od proste entalpije hidratacije aniona oziroma kationa 
dodane soli.  
Fazni prehod za raztopino BSA v čistem pufru je pri temperaturah, ki so prenizke, da bi 
jih lahko določil eksperimentalno s pomočjo spektrofotometra. S tem namenom sem 
raztopinam dodal PEG, ki zviša temperaturo točke zmotnitve (deplecijski efekt). Določil 
sem območje koncentracij PEG, ki v mešanici z BSA koncentracije 90 mg/mL v 
acetatnem pufru s pH = 4,6 ali 4,0 omogočajo eksperimentalno določitev temperature 
točke zmotnitve (območje temperatur med -5 in 40 C).  
V razdelkih 4.1 in 4.2 bom predstavil rezultate za raztopine s pH = 4,6, v razdelkih 4.3 in 
4.4 pa za raztopine s pH = 4,0. V razdelku 4.5 podajam korelacijo temperature točke 
zmotnitve od standardne proste entalpije hidratacije ionov dodanih soli.   
4.1 Raztopine BSA-PEG v acetatnem pufru s pH = 4,6 
Izoionska točka BSA znaša okoli 4,7 – 4,9 [30]. Vrednost pH acetatnega pufra sem izbral 
blizu izoionske točke, saj ima pri tej pH-vrednosti protein neto naboj enak nič (enako 
število negativno in pozitivno nabitih aminokislinskih ostankov). Najprej sem določil 
interval koncentracij PEG (6000, 10000 in 20000 g/mol), v katerem sem lahko s 
spektrofotometrom izmeril temperature točke zmotnitve raztopin BSA-PEG, tj. interval 








Graf 3: Ekstrapolacija temperature točke zmotnitve BSA-PEG-10000 in BSA-PEG-
6000 na koncentracijo PEG nič. Podatki enaki kot na grafu 2 in 3. 
4.2 Raztopine BSA-PEG-sol v acetatnem pufru s pH = 4,6 
4.2.1 Vpliv koncentracije dodane soli 
Vpliv koncentracije dodane soli sem proučil na primeru dodanega NaCl. Pri tem sem 
držal koncentraciji BSA (90 mg/mL) in PEG konstantni. V primeru raztopin z dodanim 
PEG-10000 je bila koncentracija polimera 30 mg/mL, v primeru PEG-6000 pa 36 mg/mL. 
Ti dve vrednosti sta bili izbrani na osnovi meritev odvisnosti temperatur točke zmotnitve 
od koncentracije PEG (grafa 2 in 3).  
Na grafih 5 in 6 sta prikazani odvisnosti temperatur točke zmotnitve od koncentracije 
dodanega NaCl (med 0,01 in 0,1 M). Graf 5 ustreza raztopinam s PEG-10000, graf 6 pa 





Iz obeh grafov najprej opazimo, da se z naraščanjem koncentracije dodane soli (NaCl) 
temperatura točke zmotnitve znižuje. Dodatek soli torej raztopino stabilizira. Ti rezultati 
so zelo zanimivi, saj je trend ravno obraten, kot bi ga pričakovali na osnovi elektrostatskih 
teorij. Teorija DLVO pravi, da s povečanjem ionske moči raztopine stabilnost sistema 
pada (večje senčenje elektrostatskih interakcij), torej bi se morala temperatura točke 
zmotnitve z naraščajočo koncentracijo soli povečevati (glej razdelek 1.4 in 1.8.2). Ker 
ocenjujem, da je pri tej pH-vrednosti neto naboj molekul BSA enak nič, lahko razlog za 
obraten trend pripišemo dejstvu, da se pri teh zmerno nizkih koncentracijah soli anioni 
soli vežejo na pozitivna mesta proteina (aminska skupina), kationi soli pa na negativna 
mesta proteina (karboksilna skupina). Z večanjem koncentracije soli dosežemo, da 
postane raztopina proteina bolj stabilna. Vidimo, da se stabilizacijski efekt soli pri višjih 
koncentracijah soli začne zmanjševati. Pričakujem, da bi se pri večanju koncentracije soli 
trend lahko obrnili, kar pomeni, da bi sol destabilizirala raztopino.  
4.2.2 Vpliv aniona soli 
V prejšnjem poglavju smo si pogledali vpliv koncentracije dodanega NaCl na 
temperaturo točke zmotnitve raztopine BSA-PEG-sol. Z namenom proučiti, kako 
kemijska narava soli (identiteta ionov) vpliva na temperaturo točke zmotnitve, sem 
poskuse opravil z različnimi solmi. Uporabil sem različne natrijeve soli (različni anioni) 
ter različne kloridne soli (različni kationi). S tem sem sistematično proučil vpliv anionov 
ter kationov na fazno stabilnost raztopine (Hofmeistrova vrsta). 
Grafa 7 in 8 prikazujeta temperature točke zmotnitve za različne natrijeve soli (spreminjal 
sem anion dodane soli). Kot soli sem uporabil NaF, NaCl, NaBr, NaI, NaNO3 in NaOAc 
(natrijev acetat). Na grafu 7 so predstavljeni rezultati raztopin z dodanim PEG-10000, na 
grafu 8 pa z dodanim PEG-6000. Koncentracija PEG je bila v primeru PEG-10000 enaka 
30 mg/mL, v primeru PEG-6000 pa 36 mg/mL. Koncentracija BSA je bila 90 mg/mL, 





z dodanim natrijevim acetatom. Kljub ponavljanju meritev za raztopine BSA-PEG-6000-
NaOAc mi ni uspelo dobiti ponovljivih rezultatov, zato sklepam, da točka, prikazana za 
NaOAc na grafu 8 ni merodajna. Vrstni red anionov (brez acetatnega iona) z ozirom na 
temperaturo točke zmotnitve (stabilizacijski učinek) je sledeč:  F− <  Cl− <  Br− < NO3− <  I−. Fluoridni anion najmanj stabilizira sistem, jodidni anion pa najbolj. Takšno 
zaporedje je ravno obratno, kot so ga določili v primeru topnosti lizocima v prisotnosti 
PEG pri pH = 4,0 in 25 C (razdelek 1.8.4.1, slika 14). Prav tako so obratni trend določili 
pri študiju vpliva na temperaturo točke zmotnitve lizocima v acetatnem in fosfatnem 
pufru [30, 31].Omeniti velja še, da so vplivi na temperaturo točke zmotnitve majhni ter 
nekoliko bolj izraziti pri raztopinah z dodanim PEG-6000. Raztopina BSA-PEG-6000 z 
NaF ima 𝑇c enako 6,3 C, raztopina z dodanim NaI pa 0,5 C. Vpliv različnih soli pade 
torej v interval cca. 6 C, kar je sicer več od ocenjene eksperimentalne negotovosti. 
4.2.3 Vpliv kationa soli 
Grafa 9 in 10 prikazujeta temperature točke zmotnitve za različne kloridne soli 
(spreminjal sem kation dodane soli). Kot soli sem uporabil LiCl, NaCl, KCl, RbCl in 
CsCl. Na grafu 9 so predstavljeni rezultati raztopin z dodanim PEG-10000, na grafu 10 
pa z dodanim PEG-6000. Koncentracija PEG je bila v primeru PEG-10000 enaka 30 
mg/mL, v primeru PEG-6000 pa 36 mg/mL. Koncentracija BSA je bila 90 mg/mL, 








Graf 12: Ekstrapolacija temperature točke zmotnitve BSA-PEG-10000 na 
koncentracijo PEG nič. Podatki so enaki kot na grafu 11. 
4.4 Raztopine BSA-PEG-sol v acetatnem pufru s pH = 4,0 
Glede na neto pozitivni naboj molekul BSA pri pH = 4,0 pričakujem, da bo vpliv soli na 
temperaturo točke zmotnitve drugačen kot v primeru raztopin s pH = 4,6. Hkrati 
pričakujemo tudi, da bo vpliv anionov v primerjavi s kationi precej močnejši, saj so anioni 
soli protiioni, kationi pa so koioni glede na neto naboj BSA.  
4.4.1 Vpliv koncentracije soli 
Vpliv koncentracije dodane soli sem tudi tu proučil na primeru dodanega NaCl. Pri tem 
sem držal koncentraciji BSA (90 mg/mL) in PEG konstantni (33 mg/mL). Kot prvo 
razliko z raztopino pri pH = 4,6 sem opazil, da dodatek soli destabilizira sistem (poviša 
se 𝑇c). Če sem raztopini BSA-PEG s koncentracijami PEG, ki so prikazane na grafu 11, 
dodal sol, je prišlo do tvorbe oborine že pri sobni temperaturi. Zato sem se odločil, da 
koncentracijo PEG znižam. Kot optimalna se je izkazala koncentracija PEG-10000 33 
mg/mL. Na grafu 13 so meritve temperatur točke zmotnitve v odvisnosti od koncentracije 
dodanega NaCl za raztopine BSA-PEG-sol v acetatnem pufru s pH = 4,0, prikazane v 







različne katione je sicer precej manjša kot pri anionih, kjer se je 𝑇c povečala kar za 21 °C 
med NaF in NaNO3. Razlika med LiCl in RbCl znaša cca. 3 C (primerljivo z raztopinami 
BSA-PEG-10000 pri pH = 4,6). Kationi imajo šibek vpliv na stabilnost sistema zaradi 
pozitivnega neto naboja proteina, saj ne morejo tako dobro senčiti naboja kot negativno 
nabiti anioni. 
4.5 Korelacija temperatur točke zmotnitve s prosto entalpijo 
hidratacije ionov soli 
Pri kalorimetričnih poskusih mešanja sintetičnih polielektrolitov (x,y-ionenov) s solmi 
[33] oziroma mešanja BSA s solmi [34] so opazili, da je izmerjena kumulativna toplota 
mešanja linearno korelirana s hidratacijsko entalpijo anionov dodane soli. Zlasti dobro 
linearno korelacijo so zabeležili v primeru halogenidnih ionov. Glede na to, da je 
temperatura točke zmotnitve termodinamična lastnost, ki opisuje fazno stabilnost 
raztopine, fazni prehod pa je definiran z enakostjo prostih entalpij obeh faz (pri dani 
temperaturi in tlaku), sem želel preveriti, ali obstaja tudi korelacija med temperaturo točke 
zmotnitve in prosto entalpijo hidratacije ionov (anionov in kationov) dodane soli tudi v 
primeru mojih meritev. 
Na grafu 16 so predstavljene vrednosti temperature točke zmotnitve v odvisnosti od 
proste entalpije hidratacije anionov dodane natrijeve soli. Slednje vrednosti odgovarjajo 
temperaturi 25 °C [35] (glej tabelo 15). Na istem grafu so zbrani rezultati za raztopine s 
pH = 4,6 (dodani PEG-10000 in PEG-6000) kot za raztopine s pH = 4,0 (dodani PEG-
10000).  
Tabela 15: Standardne proste entalpije hidratacije ionov pri 25  [35]. 
anion ΔG°hid [kJ/mol] kation ΔG°hid [kJ/mol] 
F- -465 Li+ -475 
Cl- -340 Na+ -365 
Br- -315 K+ -298 
NO3
- -300 Rb+ -275 
I- -275 Cs+ -250 






Graf 11: Odvisnost temperature točke zmotnitve od standardne proste entalpije 
hidratacije aniona. Koncentracija BSA je bila 90 mg/mL, soli pa 0,05 mol/L. 
Koncentracije PEG so bile sledeče: 30 mg/mL za PEG-10000 pri pH = 4,6, 36 mg/mL 
za PEG-6000 pri pH = 4,6 in 33 mg/mL za PEG-10000 pri pH = 4,0. Glej legendo na 
grafu. 
Za raztopine BSA-PEG-sol pri pH = 4,6 vidimo, da je temperatura točke zmotnitve le 
šibko korelirana (majhna sprememba v 𝑇c glede na ∆𝐺hid) s prosto entalpijo hidratacije 
aniona. Razlike med raztopinama s PEG-10000 in PEG-6000 so majhne, kar smo pokazali 
že na grafu 7 in 8. Zaznati je rahel negativen trend (padanje 𝑇c z naraščajočo vrednostjo ∆𝐺hid) v vrsti: F− > AcO− > Cl− > Br− >  NO3− > I−.  Podobno korelacijo med 
kumulativno entalpijo mešanja in entalpijo hidratacije aniona so v primeru BSA opazili 
tudi v delu [34]. Pri raztopinah s pH = 4,0 pa je trend ravno obraten, in sicer:  F− < Cl− <Br− < NO3−. V tem primeru je zaznati izrazito linearno korelacijo za ione Cl−, Br− in NO3−, fluoridni ion pa ne sledi trendu. Fluoridni ion ima veliko površinsko gostoto naboja 
in zato močno vpliva na vodo v svoji okolici (kozmotropni ion, glej razdelek 1.6). Pri 
interakciji fluoridnega iona z makromolekulo, se fluoridni ion vede kot hidratirana toga 
kroglica, ki ne odpusti vode. Velika tendenca fluoridnega iona do vode se kaže tudi v zelo 
negativni standardni prosti entalpiji hidratacije. Le-ta pri 25 C znaša -465 kJ/mol, 
medtem ko so vrednosti za ostale ione za 100-190 kJ/mol bolj pozitivne (glej tabelo 15). 
To je verjetno razlog, da se fluoridni ion ne pokorava linearnemu trendu v primeru 
raztopin s pH = 4,0. Rezultati nakazujejo različno naravo interakcije površine proteina z 




Na grafu 16 so predstavljene vrednosti temperature točke zmotnitve v odvisnosti od 
proste entalpije hidratacije kationov dodane natrijeve soli. Slednje vrednosti odgovarjajo 
temperaturi 25  35 (glej tabelo 15). Na istem grafu so zbrani rezultati za raztopine s pH 
= 4,6 (dodani PEG-10000 in PEG-6000) kot za raztopine s pH = 4,0 (dodani PEG-10000).  
 
Graf 12: Odvisnost temperature točke zmotnitve od standardne proste entalpije 
hidratacije kationa. Koncentracija BSA je bila 90 mg/mL, soli pa 0,05 mol/L. 
Koncentracije PEG so bile sledeče: 30 mg/mL za PEG-1000 pri pH = 4,6, 36 mg/mL 
za PEG-6000 pri pH = 4,6 in 33 mg/mL za PEG-10000 pri pH = 4,0. Glej legendo na 
grafu. 
Opazimo lahko, da je vpliv molske mase PEG pri raztopinah s pH = 4,6 bolj izrazit v 
primeru kationov kot v primeru anionov (graf 15). Korelacija temperature točke 
zmotnitve s prosto entalpijo hidratacije kationa je v tem primeru linearna in negativna (𝑇c 
pri PEG-10000 hitreje padala kot v primeru PEG-6000). Vrstni red glede na stabilizacijski 
učinek kationa soli je sledeči: Li+ <  Na+ <  K+ <  Rb+ <  Cs+. Obratno pa velja pri 
raztopinah s pH = 4,0 (cezijev ion v tem primeru ni prikazan).   
Iz trendov na grafih 15 in 16 (ter iz prej prikazanih rezultatov) lahko sklepamo sledeče:  
1. Pri pH ≈ pI velja, da bo ion (anion ali kation) z bolj negativno standardno prosto 
entalpijo hidratacije manj stabiliziral raztopino BSA-PEG (višja 𝑇c). 
2. Pri pH < pI velja, da bo ion (anion ali kation) z bolj negativno standardno entalpijo 




V raziskavi vpliva soli na temperaturo točke zmotnitve raztopine lizocima so ugotovili, 
da je vrstni red stabilizacije ionov odvisen od pH raztopine (pod ali nad pI) kot tudi od 
koncentracije dodane soli [32]. Pri nizkih koncentracijah so za anione natrijevih soli 
ugotovili t.i. inverzno Hofmeistrovo vrsto. To pomeni, da kaotropni ioni (npr. jodidni ion) 
bolj povzročijo izsoljevanje proteina kot kozmotropni ioni (npr. fluorid). Vrstni red ionov 
v inverzni Hofmeistrovi vrsti je torej: I− >  NO3− > Br− > Cl− >  F−. Takšno vrsto za 
anione sem zabeležil za raztopine BSA-PEG pri pH < pI. Obratno pa t.i. direktna 
Hofmeistrova vrsta za anione (I− <  NO3− < Br− < Cl− < F−) pomeni, da bo imela 
raztopina z dodanimi fluoridnimi ioni višjo vrednost 𝑇c kot raztopina z dodanimi  
jodidnimi ioni. Bolj kaotropni ion (npr. jodidni) povzroči vsoljevanje proteina, medtem 
ko kozmotropni ion (npr. fluoridni) povzroči izsoljevanje. Pri lizocimu so direktno 
Hofmeistrovo vrsto opazili pri visokih koncentracijah soli (nad 1 M). Takšen trend sem 






V magistrskem delu sem preučeval fazno stabilnost (preko temperature točke zmotnitve, 
določene spektrofotometrično) raztopin BSA z dodanim PEG in soljo. PEG sem uporabil 
kot destabilizator, da sem lahko temperaturo točke zmotnitve eksperimentalno določil (le-
ta je za čisti BSA prenizka, da bi jo lahko izmerili). Proučil sem vpliv molske mase PEG 
na temperaturo točke zmotnitve. Glavni del magistrske naloge je bil posvečen iono-
specifičnim vplivom na stabilnost sistema BSA-PEG-sol. Vplive sem raziskal pri pogojih 
izoionske točke (pH = pI), kjer je protein neto nenabit, ter v področju pH < pI, kjer ima 
protein neto pozitivni naboj. 
Najprej sem preveril, kako povprečna molska masa PEG vpliva na 𝑇c. Ugotovil sem, da 
pri dani koncentraciji PEG 𝑇c narašča z večanjem povprečne molske mase polimera. Za 
dani PEG 𝑇c narašča s koncentracijo polimera. Ti ugotovitvi se skladata s teorijo, saj so 
deplecijske interakcije močnejše pri daljših polimernih verigah (večji radij sukanja) in 
naraščajo z zasedenostjo prostora s polimernimi verigami (koncentracija). Izkazalo se je, 
da je okno koncentracij PEG, v katerem sem lahko raztopinam izmeril 𝑇c, razmeroma 
ozko (nekaj mg/mL), koncentracija PEG pa relativno visoka (vsaj nad 25 mg/mL). 
Koncentracijska odvisnost 𝑇c ni linearna, kar otežuje določitev 𝑇c raztopine BSA brez 
dodanega polimera. S tem postane interpretacija rezultatov nekoliko otežena, saj imamo 
poleg proteina, pufra in soli v vodni raztopini prisotno še dodatno komponento (polimer). 
Pri sistemih z dodano soljo sem ugotovil, da je stabilizacijski efekt soli izrazito odvisen  
od pH raztopine. Pri pH ≈ pI dodana sol stabilizira raztopino, medtem ko jo pri pH < pI 
destabilizira. To dejstvo pripisujem distribuciji naboja na površini proteina ter interakciji 
ionov soli s temi nabitimi aminokislinskimi ostanki. Zanimiv je tudi obraten trend glede 
na stabilizacijski učinek različnih anionov oziroma kationov. Pri pH ≈ pI za anione velja 
direktna Hofmeistrova vrsta, pri pH < pI pa inverzna Hofmeistrova vrsta. Ravno obratno 
pa velja za katione. Pomembno je tudi dejstvo, da so anioni pri obeh pH vrednostih imeli 
precej večji vpliv na stabilnost sistema od kationov, še posebej pri pH = 4,0, kjer ima 
BSA neto pozitiven naboj. 
Med 𝑇c in standardno prosto entalpijo hidratacije anionov/kationov dodane soli obstaja 
korelacija, ki sledi zgoraj navedenim trendom. Pri pH ≈ pI velja, da ion z bolj negativno 
standardno prosto entalpijo hidratacije zviša 𝑇c (destabilizira raztopino), medtem ko pri 




vlogo elektrostatskih interakcij ter hidratacije/dehidratacije proteina ter ionov soli pri 
interakciji protein-protein in protein-ion.  
Menim, da bi bilo v prihodnje smiselno opraviti še raziskave iono-specifičnih vplivov na 
BSA pri koncentraciji proteina ~40 mg/mL (približna koncentracija v goveji krvi) in 
različnih koncentracijah soli (< 0,1 mol/L) pri temperaturi ~37 °C. Prav tako bi veljalo 
preveriti, kakšni so vplivi PEG in soli pri pH > pI. Tako bi simulirali fiziološke pogoje v 
telesu goveda. Smiselno bi bilo tudi narediti podobno študijo s človeškim serumskim 
albuminom HSA ter ju primerjati med seboj. Nadalje pa bi bilo smiselno eksperimentalne 
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